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摘 要
广州管圆线虫病（Angiostrongyliasis）是由广州管圆线虫（Angiostrongylus
cantonensis）感染而引起的。作为一种新发的食源性传染性疾病，广州管圆线虫
病在全球的流行都呈现出上升的趋势，对人类的威胁也越来越大。传统的广州管
圆线虫检测对检测者的形态学知识背景要求高，且幼虫期形态很小，不易辨别。
因此，建立一种操作简单、快速、灵敏度高的广州管圆线虫检测方法对广州管圆
线虫病的防控很重要。
本文采用通用引物成功克隆了广州管圆线虫的 rDNA ITS 序列（包括部分
18S，ITS1，5.8S，ITS2和部分 28S序列）和 mtDNACOX1基因序列，并对这两
个序列分别进行分析。结果显示，ITS-2和 COX1基因序列作为物种鉴定的靶标
基因都有很强的可靠性。
针对广州管圆线虫的 ITS-2区设计了特异引物，建立了快速检测广州管圆线
虫成虫的 SYBR Green I荧光定量 PCR检测体系。构建了广州管圆线虫成虫荧光
定量 PCR的标准曲线，并做了特异性、灵敏性和重复性试验。结果表明构建的
荧光定量 PCR检测方法比常规 PCR检测更快，灵敏度更高，且实现了定量。另
外，针对广州管圆线虫成虫 ITS-2区设计了特异引物及 TaqMan探针用于荧光定
量 PCR，建立了粪源性广州管圆线虫 I 期幼虫 TaqMan 荧光定量 PCR的原位检
测体系。荧光定量 PCR能在每粒鼠粪中含 1条 I期幼虫的条件下能准确检测出，
对放置长达 12 个月的阳性粪便也能检出病原的 DNA。本研究将荧光定量 PCR
技术应用到广州管圆线虫病病原线虫的检测，为医学检验及进一步了解广州管圆
线虫病的流行病学特点并最终达到有效控制提供了技术支持。
应用 EST策略，我们从广州管圆线虫成虫的 cDNA 文库中克隆了热休克蛋
白 70（HSP70）的全长 cDNA 序列，并己在 GenBank 中登录（登录号为：
HM017959），根据基因编码序列，克隆至表达载体 pET32а（+），转化至大肠埃
希菌 BL21（DE3）株，以异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）诱导表达。用梯度
尿素洗涤重组蛋白，并用割胶法纯化重组蛋白，佐剂乳化后皮下注射小白鼠，获
得抗血清。用 Real time-PCR 技术，对 HSP70基因在不同胁迫条件下的表达情
况进行了检测。结果表明：38℃高温胁迫下，2 h时表达量达到最高峰，为对照
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样品的 5.34倍。4℃低温胁迫下，0.5 h 检测到 HSP70的表达量下降至最低点，
为对照样品的 0.25倍。紫外胁迫下（波长 253.7 nm），2 min后 HSP70的表达量
快速上升至最高峰，为对照样品的 2.22 倍，随后表达量迅速下降。因此推测，
HSP70基因在广州管圆线虫抵抗高温、低温和紫外三种胁迫方面都可能具有重要
作用。
【关键词】广州管圆线虫；ITS-2序列；荧光定量PCR；原位检测；HSP70
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Abstract
Angiostrongyliasis is caused by Angiostrongylus cantonensis. As a kind of newly
emerged endemic disease through eating, the epidemic situation of Angiostrongyliasis
is becoming more and more serious all over the world, and is shedding more and more
threats on human beings. For a long time, Angiostrongylus cantonensis recovered
from patients have been identified based on their morphology. However, it is very
difficult to identify worms that have been partly destroyed or lack key morphological
features. Thus, To establish a rapid and efficient system for the definitive
identification of clinically obtained worms is considered very useful.
In this study, the ITS and mtDNA COX1 sequences of Angiostrongylus
cantonensis were amplified by PCR using universal primers, then cloned and
bidirectional sequenced. Sequences relationship based on the inner similarity of the
internal transcribed spacer sequences was constructed. It was found that the ITS-2
sequence and COX1 gene is useful in the species identification of Angiostrongylus
cantonensis. According ITS-2 sequence amplified above, specific primers were
designed and synthesized. Based on the primers, a SYBR Green I real-time
quantitative PCR method for the detection of a Angiostrongylus cantonensis was
established. Specificity assay, sensitivity assay and reproducibility assay were
determined. As a result, standard curve established by recombinant plasmid showed
fine linear relationship between threshold cycle (Ct) and template concentration. Melt
curve were specific and the correlation coefficient were above 0.993. The real-time
quantitative PCR was more reproductive and specific than traditional PCR. For one
larva of Angiostrongylus cantonensis, a TaqMan probe real-time PCR method was
developed. The results show that real-time PCR method enabled the identification of a
single larva per 0.2 g of faecal sample and the stool placed for one year also can be
detected.
According to the partial information of the HSP70 protease gene (EST) of
Angiostrongylus cantonensis, found in the GenBank, specific primers were designed
to amplify 3’ gene and 5’ gene using Rapid-Amplification of cDNA (RACE), and the
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full length of the HSP70 protease gene was obtained. Coding sequence of the HSP70
gene was amplified by RT-PCR, and then cloned into pET32а (+) vector. Expression
of the protein induced by IPTG. The recombinant protein was rinsed and denatured by
gradient urea, and purified by cutting the target band of the SDS-PAGE gel. The
mouse were given four subcutaneous injections, at 2-week intervals. The expression
of HSP70 gene from Angiostrongylus cantonensis under several stress conditions was
detected using Real time-PCR,The results showed that under high temperature stress
(38 ℃), the expression level of HSP70 gene reached the maximum (5.34 times of the
control) in 2 hours. Under low temperature stress (4 ℃), the expression level of
HSP70 gene reached the minimum (0.25 times of the control) in 0.5 hour. Under UV
stress (253.7 nm wave length), the expression level of HSP70 gene reached the
maximum (2.22 times of the control) in 2 minutes, and then decreased rapidly. It was
inferred that HSP70 gene in Angiostrongylus cantonensis might play an important role
in this three stress tolerances.
Key words: Angiostrongylus cantonensis, ITS-2 sequence, Realtime-PCR, HSP70,
Detection in situ
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第一章 绪论
第一节 广州管圆线虫的生活史及广州管圆线虫病简介
1.1广州管圆线虫的主要特性及其生活史
广州管圆线虫（Angiostrongylus cantonensis，AC）从发现至今已经历 70多
年，在分类上隶属于线形动物门（Nemathelminthes）、线虫纲（Nematoda）、圆
线虫目（Strongylida）、后圆线虫科（Metastrongyloidea）、丝线虫亚科、管圆线
虫属（Angiostrongylus）[1]。早在 20世纪 30年代即由我国学者陈心陶教授首先
在 广 州 黑 家 鼠 和 褐 家 鼠 肺 部 血 管 发 现 ， 将 其 命 名 为 广 州 肺 线 虫
（Pulmonemacontonensis）。后由学者Matsumoto 1937年在台湾报道，到 1946年
才由 Dougherty订正为本虫。据悉，这是国家新发传染病中首个以地名命名的疾
病[2]。广州管圆线虫的终末宿主为鼠类，国外报道的有褐家鼠、黑家鼠及其亚类、
黄毛鼠、屋顶鼠、白腹巨鼠、板齿鼠等。成虫寄生在家鼠的肺部血管中，产出的
虫卵在肺毛细血管中孵化出 I期幼虫，幼虫穿过血管和肺泡壁向上逆行至气管，
经咽部入消化道随粪便排出[3]。粪便被中间宿主（螺、蜗牛等）吞食后，I期幼
虫经两次蜕皮发育为 III 期幼虫，此时的中间宿主被家鼠吞食后，其中的 III 期幼
虫就会逐步发育为成虫并寄居在肺部血管。含有 III 期幼虫的中间宿主也可被蟾
赊、蛙、鱼、虾等吞食并在其中长期寄生（转续宿主），人因为食入含有广州管
圆线虫幼虫的中间宿主或转续宿主而感染（图 1.1）[4-6]。目前认为广州管圆线虫
只有一个种，也未发现有不同的地理株。实验证明：大白鼠是广州管圆线虫适宜
的终末宿主，因此，目前国内外的许多试验均以大白鼠作为动物模型。小白鼠不
能经口感染广州管圆线虫，虽可经腹腔注射感染，但幼虫在其体内不能发育为成
虫，故小白鼠不是广州管圆线虫的适宜宿主[7]。人也不是广州管圆线虫的适宜宿
主，虽然广州管圆线虫可以经口感染人，但一般情况下不能发育为成虫，只是在
个别儿童患者有幼龄成虫的报道。
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图 1.1 广州管圆线虫生活史
1.2广州管圆线虫病的分布
广州管圆线虫病在全球的流行都呈现出上升的趋势，对人类的威胁也越来越
大，人体首例广州管圆线虫病是由 Nomura和 Lin于 1944年在台湾省一 15岁男
孩脑脊液中检获该虫幼虫而发现的。1946年后各地报道病例上升，主要聚集于
东南亚各国和南太平洋、印度洋各岛屿，分布地区覆盖北纬 23°至南纬 23°的
热带和亚热带[3]。我国主要在台湾、香港、广东、浙江、福建、海南、天津、湖
南等地，多数呈散在分布，此病在太平洋沿岸和太平洋岛屿不少地区相继发现并
曾造成暴发流行[8]。2003 年我国卫生部将广州管圆线虫病例列为我国新发传染
病，也被认为是世界性的新发传染病，2005年又警告人们警惕包括广州管圆线
虫在内的严重威胁人类健康的食源性寄生虫病，广州管圆线虫病就是其中一例
[7]。从广州管圆线虫的终末宿主和中间宿主的调查情况看，广州管圆线虫病的自
然疫源地常呈点状分布。患者中无明显的年龄、性别分布特征，发病时间也无明
显的季节性。值得关注的是，既往病例主要集中在我国的南方，特别是华东、华
南地区，近年来北方的病例报道越来越多，有“南病北扩”的现象[7-8]。
第二节 广州管圆线虫诊断技术研究进展
2.1 常规 PCR检测技术
PCR技术，即聚合酶链反应（Polymerase Chain Reaction，PCR）它是 80年
代中期发展起来的一项体外基因扩增技术。该技术问世以来，已在医学工程、疾
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